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PROCEDE DE CONSERVATION DE VIRUS RECOMBINANTS INFECTIEUX, 
SUSPENSION AQUEUSE VIRALE ET UTIUSATION COMME MEDICAMENT 

[/invention concerne un procede de conservation dc virus 
5 recombinants infectieux, une suspension aqueuse virale, et son utilisation 
comme medicament. 

Les virus vivants ont de nombreuses applications, en particulier 
comme vaccins. Ce sont des particules qui poss&dent un genome sous forme 
d'ADN ou d'ARN contenant les informations utiles a leur replication, mais qui 
10 ont besoin d'infecter une cellule hote pour realiser la synthase des prot dines 
qui leur sont necessaires. 

Par ailleurs, la possibility d'int£grer dans un genome de virus du 
materiel genetique etranger a permis de creer des virus dits recombinants 
portant un gene d'interet therapeutique utilises pour transferer ce gene 
15 dans des cellules specifiques de patients deficients. C'est le principe de la 
therapie genique. 

La possibility de traiter les maladies humaines par therapie 
genique est passSe en quelques annees du stade des considerations theoriques 
a celui des applications cliniques. La grandc majorite des protocoles decrits 
20 jusqu'a present met en oeuvre des vecteurs viraux pour transferer et 

r 

cxprimer le gene therapeutique dans les cellules a traiter. 

A ce jour, les vecteurs retroviraux sont parmi les plus utilises du 
fait de la simplicite de leur genome, bien qu'ils presentent une capacite de 
clonagc assez restreinte. 

25 Les adenovirus, quant a eux, offrent plusieurs avantages qui en 

font des vecteurs de choix pour une grande variete duplications. En effet, 
ils infectent de nombreux types cellulaires, sont non-integratifs, peu 
pathogenes et peuvent se repliquer dans les cellules en division ou 
quiescentes. A titre indicatif, leur genome est constitue d'une molecule d'ADN 

30 lineaire et bicatenaire d'environ 36 kb portant plus d'une trentaine de 
genes, a la fois des genes precoces necessaires a la replication virale (El a E4 ; 
E pour early, signifiant precoce en anglais) et des genes tardifs de structure 
(L1-L5 ; L pour late, signifiant tardif en anglais). 

Les vecteurs adenoviraux recombinants utilises a des fins de 

35 therapie genique sont deficients pour la replication afin d'eviter leur 
dissemination dans Penvironnement et Porganisme hote. D'une mantere 
generate, ils sont depourvus de la majorite de la region El et certains 
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d'innammation lies a l'expression des genes viraux restants. lis ne peuvent 
etre propages que par transcomplementation des fonctions adenovirals pour 
lesquelles ils sont deficients. A 1'heurc actuelle, on utilise essentiellement la 
lignee de complementation 293 (Graham et ah, 1977, J. Gen. Virol. 36, 59-72) 
ou des lignees en derivant (Yeh et al., 1996, J. Virol. 70, 559-565 ; Wang et al.. 
1995, Gene Therapy 2, 775-783 ; Krougliak et Graham, 1995, Human Gene 
Therapy 6. 1575-1586). 

Les adenovirus sont notamment utilises dans le cas du traitement de 
la mucoviscidose par therapie geniquc (Pavirani et al., 1996, medecine / 
sciences 12, 25-33). 

Les virus recombinants ne sont ccpendant utilisables que si leur 
viabilite et leur infectuosite ont ete convenablemcm preserves pendant toute 
la periode de stockage. 

Traditionnellement, les adenovirus purifies sont conserves dans 
une solution saline contenant du glycerol de 10 a 30 % (Graham et al., 1991, 
Methods in Molecular Biology, vol. 7, chap. 11, p. 109-127 ; Ed Murrey, The 
Human Press Inc. ; Precious et Russcl, Virology, a Practical Approach, 1985, 
chap. 9, p. 193-205 ; ed : BW Mahy, IRL Press, Washington DC ; Kanegae et al., 
Jpn. J. Med. Sci. Biol., 47, 157-166, 1994 et Green ct al.. Methods in enzymology,' 
vol. LVIII, p. 425-435). Cependant, le glycerol presente l'inconvenient d'etre 
irritant pour Pepithelium pulmonairc, ce qui peui etre delicat dans le cadre 
d'une administration intratracheal et intrapulmonairc (par exemple pour le 
traitement de la mucoviscidose ou de cancers des voies pulmonaires). De plus, 
si cette solution permet la conservation des adenovirus sous forme congelee, 
elle ne permet pas de maintenir leur activite a + 4"C au-dela d'une semaine. 

L'addition de sucrose a faible concentration (1 a 5 96) dans une 
solution saline a egalement ete decrite (Precious et al., voir ci-dessus ; 
Huyghe et al., Human Gene Therapy 6:1403-1416, Novembre 1995, et Hehir, 
Process Development and Production Issues for Viral Vectors & Vaccines, The 
Williamsburg Bio Processing Conference. 2nd annual meeting, 6-9 Novembre 
1995) permettant une stabilite des adenovirus a long terme sous forme 
congelee, mais seulement a court terme a + 4°C (Mehir, voir ci-dessus). 

La conservation des virus sous forme congelee posant des 
problemes de stockage et de transport, il a egalement ete envisage de 
preserver les virus et les vaccins viraux sous une forme lyophilisee. 
Cependant, cette technique presente Pinconvenicm d'entrainer souvent une 



WO 98/02522 



PCT/FR97/01308 



3 

perte de Pactivite virale. Pour pallier cela, Taddition d'excipients comme les 
sucres (sucrose, glucose, trehalose), permet de maintenir I'activite virale 
sous forme lyophilisee (WO 95/10601 - Viagene et EP-0 357 709 - Quadrant). 
L'emploi du lactose ou du saccharose a faible concentration (2,5 - 5 %) pour la 
5 preservation du virus vivant attenu6 sous forme lyophilisee a egalement ete 
preconistie (JP-88 555465 - Kitasako Inst.). 

Aucune des solutions proposes jusqu'4 present n'a permis de 
maintenir I'activite des adenovirus & des niveaux satisfaisants pendant plus 
de 6 mois, tout en 6vitant les probldmes secondaires tcls que les problemes 
10 d'irritation. 

La presente invention remedie aux inconv6nients de Tart 
anterieur. Hie a pour objet un procede de conservation A long terme de virus 
recombinants infectieux tant sous forme Iiquide que sous forme congelee, 
dans lequel les virus recombinants sont conserves dans une solution aqueuse 
comprenant du saccharose a haute concentration. 

En effet, si l'utilisation du saccharose a haute concentration est 
connue depuis longtemps pour conserver les proteines ou autres produits 
biologiques (Timasheef et al., In Protein Structure, a Practical Approach, 
1989, Ed Creighton, chap. 14, p. 331-345, IRL Press, Oxford, et Doebbler, 
Cryobiology, vol. 3, N° 1, 1966) ou pour la cryopreservation des cellules 
vivantes dans l'azote Iiquide (Grout et al., Tibtech, Octobre 1990, vol. 8, p. 293- 
297), elle n'a jamais ete proposee pour la conservation des virus. 

Or, les resultats obtenus par la mise en oeuvre du procede selon 
Tinvention ont demontre un effet cryoprotecteur du saccharose a differentes 
temperatures de stockage (- 80 °C, - 40°C, - 20°C et + 4°C) et ceci d'autant plus 
que la concentration en saccharose est elevee. 

Avantageusement, les virus recombinants infectieux concernes 
par la presente invention sont des poxvirus, des adenovirus, des virus 
associes aux adenovirus et des retrovirus. 

Dans le cadre de l'invention, les virus sont conserves dans une 
solution aqueuse comprenant du saccharose a hauie concentration, e'est-a- 
dire a une concentration superieure a 0,75 M, de preference comprise entre 
0,75 M et 1,5 M, plus preferentiellement encore a une concentration egale a 
1 M 

Selon un mode de realisation avantageux du procede conforme a 
Tinvention, les virus recombinants infectieux gagnent en stabilite quand la 
solution aqueuse utilisee presente un pH basique compris entre 8 et 9, et de 
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preference egal a 8,5. 

Ainsi, la solution aqueuse raise en oeuvre dans le cadre de la 
presente invention pent etre une solution tampon choisie parmi le tampon 
Tris, les solutions triethanolamine, diethanolamine, borate/HCl Glycine / 
NaOH, EPPS [acide N-(2-hydroxyethyl) piperazine-N'-(3-propanesulfonique)] 
B.cine, TAPS [acide N-tris (hydroxymethyl) methyI-3-aminopropane 
sulfonique] et tricine. 

Avantageusement, il est possible de stabiliser davantage la capside 
ou 1'enveloppe virale des virus conserves selon l'invention en ajoutant a la 
solution aqueuse utilisee, au moins un sel d'un cation divalent choisi parmi le 
MgCl 2 , le CaCl 2 et le MnCl 2 . le MgCl 2 etant prcfere. 

Dans le cadre de la presente invention, le sel de cation divalent est 
utilise a une concentration comprise entre 0,1 et 5 mM, de preference entre 
0,5 et 2 mM et encore plus preferentiellement, de 1'ordre de 1 mM. 

Selon un mode de realisation avantageux de procede conforme a 
l'invention, les virus sont conserves dans une solution tampon comprenant 
un tampon Tris HC1 10 mM, MgCl 2 1 mM. saccharose 1 M. pH 8,5. 

On peut encore ameliorer la conservation des virus en utilisant au 
moins un compose stabilisant choisi parmi les sels, de preference 
monovalents tels que le NaCl ou le KG qui procurent une force ionique a la 
solution, des acides amines tels que Gly, Leu, Lys, Arg, Asp, Val, Glu et les 
composes agissant sur la tension de surface tels que le Tween 80 ou le Triton 
X-100, ces derniers pouvant etre utilises seuls ou cn presence de sels. 

Avantageusement, a titre de compose stabilisant, le NaCl est utilise a 
une concentration comprise entre 0,05 et 1 M, de preference entre 0,1 et 
0.5 M, plus preferentiellement encore entre 0,1 et 0,3 M, la concentration 
consideree comme optimale etant de 0,15 M, et le Tween 80 est utilise a une 
concentration comprise entre 0,001 et 0,5 % en poids par rapport a la solution 
totale (soit entre 10 mg/1 et 5 g/1). de preference entre 0,002 et 0,2 % en poids 
et plus preferentiellement encore de I'ordre de 0,005 % en poids. 

Selon un mode de realisation prefere, 1c procede selon l'invention 
met en oeuvre une solution aqueuse de pH environ 8,5 comprenant du Tris- 
HC1 10 mM, du MgCl 2 ImM, du NaCl 0,9 % (ou 150 mM) de Tween 80 50 mg/l 
(0,05 96) et du saccharose 1 M. 

De plus, les virus recombinants infectieux conserves selon le 
procede conforme a l'invention. peuvent etre soumis a une lyophilisation. 
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L'invention a egalement pour objet une suspension aqueuse de 
virus recombinants infecticux dans une solution aqueuse de saccharose a 
haute concentration telle que precedemment d&rrite. 

Avantageusement, la suspension aqueuse conforme k l'invention 
comprend de 106 £ 10*3 pfu/ml de virus recombinants infectieux. 

La presente invention concerne Cgalement une composition 
pharmaceutique comprenant une suspension aqueuse de virus recombinants 
infectieux telle que ci-dessus d^crite ou obtenue par la mise en oeuvre du 
proc£d6 de conservation conforme k l'invention, en association avec un 
vehicule acceptable d'un point de vue pharmaceutique. Elle peut etre 
administree par voie systemique, en particulier par voie sous-cutanee, 
intraveineuse, intracardiaque, intramusculaire, intraperitoneale, intra- 
gastrique, intratumorale, intrapulmonaire, intranasale ou intratracheale. 
L'administration peut avoir lieu en dose unique ou repetee une ou plusieurs 
fois apres un certain d£Iai d'intervalle. La formulation peut egalement 
inclure d'autres composes tels qu'un adjuvant ou un excipient acceptable 
d'un point de vue pharmaceutique. Une composition selon l'invention est, en 
particulier, destinee au traitement preventif ou curatif de maladies telles que 
les maladies genetiques (hemophilic, mucoviscidose, diabete, myopathic de 
Duchenne et de Becker, ...), les cancers, les maladies viralcs (hepatites, 
SIDA, ...) et les maladies recurrentes (infections provoquees par le virus de 
Therpes, le papilloma humain, ...). 

Enfin, la presente invention est relative a l'usage therapeutique ou 
prophylactique d'une suspension aqueuse de virus recombinants infectieux 
telle que ci-dessus decrite ou obtenue par la mise en oeuvre du procede de 
conservation conforme a l'invention, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement du corps humain ou animal par thdrapie genique. La 
suspension aqueuse peut etre administree directement in vivo (par exemple 
par injection intraveineuse, intramusculaire, dans une tumeur accessible, 
dans les poumons par aerosol, ...). On peut egalement adopter 1'approche ex 
vivo qui consiste a prelever des cellules du patient (cellules souches de la 
moelle osseuse, lymphocytes du sang peripherique, cellules musculaires, ...), 
de les infecter par la suspension aqueuse de l'invention selon les techniques 
de Tart et de les readministrer au patient. 

La figure 1 illustre 1'infiuence du pH de la solution de saccharose 
sur la stabilite virale. 

La figure 2 illustre l'influence de 1'addition a la solution de 
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saccharose de Tween 80 et de NaCl. i/unite dc l'ordonnee est exprimec en 
pfu/ml. 

D'autres caracteristiques de l'invention apparaitront a la lumtere 
des exemples suivants. 

5 

MATfiRIELS ET METHODES 

Les exemples qui suivent mettent en oeuvre un vecteur adenoviral 
recombinant exprimant soit le gene marqueur LacZ codant pour la p- 
galactosidase d'E coli ou le gdne therapeutique CF codant pour la proteine 

10 CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) d^ficiente 
chez les patients atteints de mucpviscidose. A titre indicatif, le vecteur est 
obtenu k partir du g6nome de Tad^novirus de type 5 (Ad5) d€l€x€ des regions 
El et E3, et comprend, integree k la place de la region El f une cassette pour 
l'expression du gene marqueur ou therapeutique (Stratford-Perricaudet et 

15 al., 1992, J. Clin. Invest. 90, 626-630 ; Rosenfcld et ah, 1992, Cell. 68, 143-155). n 
peut etrc propage dans la lign6e 293 (Graham ct al., 1977, J. Gen. Virol. 36, 59- 
72) complementant la fonction El essentiellc a la replication virale. A titre 
indicatif, la lignee 293 derive de rein embryonnaire humain et resulte de 
^integration dans ses chromosomes de Pexircmite 5* du genome de TAd5 

20 (11 %). Les cellules 293 sont disponibles a PATCC (CRL1573) et sont cultivees 
selon les conditions pr£conisees par Ic fournisseur ou dans la litterature. 

Un stock viral primairc est constitue du maniere conventionnelle 
dans les cellules 293 transferees par le vecteur adenoviral decrit ci-dessus. 
On verifie la production de particules viralcs infectieuses recueillies apres 

25 lyse des cellules par des cycles consecutifs de congelation-decongelation, le 
titre de la preparation virale par la methode agar (Graham et Prevec, 1991, 
Methods in Molecular Biology, vol. 7, p 109-128 ; Fd: If. J. Murey, The Human 
Press Inc.) et l'expression du gene marqueur par coloration au Xgal (4- 
chloro-5-bromo-3-indolyl-p-galactosidase) selon la procedure de Sanes et al. 

30 (1986, EMBO J. S, 3133-3142) ou du gene CI par Western blot a Taide 
d'anticorps specifiques (Dalemans ct al., 1992, Hxpcrimental Cell Research 
201, 235-240). La preparation virale peut eirc purifiec ct concentree par 
gradient dc densite prealablement a son utilisation. 



35 EXEMPLE 1 : 

Influence du pH sur la stabilitc du virus 

Une suspension virale est preparee de la maniere suivante. 
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Les cellules 293 sont cultivees en CellCube (Costar) dans^in milieu 
GMEM supplement^ avec 7 % de serum de veau foetal (FCS). Lorsqu'elles 
atteignent la confluence, elles sont infect^es par une aliquote du stock 
primaire du vecteur adenoviral exprimant le gene CF a une m.o.i. 
(multiplicity d'infection) de 2. Trente heures apr6s 1'infection, les cellules 
qui sont fragilisees, sont detachees par agitation m6canique ou a I'aide d'un 
agent chimique et r<kroIt6es par centrifugation a basse vitesse (3 500 rpm 
(revolutions par minute) pendant 8 minutes). Elles sont lysees et les 
particules virales libcrees par 3 series de congelation-decongelation et les 
debris cellulaires elimines par centrifugation (3 500 rpm pendant 8 minutes). 
Le virus est purifte k partir du surnageant par deux ultracentrifugations sur 
chlorure de cesium (CsCl), la premiere sur coussins de CsCI de densite d = 1,25 
et d = 1,40 respectivement (141 000 g pendant 2 heures) et la seconde sur un 
gradient autoforme a partir d'une solution de CsCl de densite d = 1,34 
(231 000 g pendant 18 heures). 

La bande de virus est recup£ree, son titrc determine (2x10" pfu) 
et la preparation est divisee en 4 lots qui sont soumis a une dialyse a 4°C 
contre 4 fois 250 ml de tampon Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, glycerol 10 %, de pH 
croissant : pH 7,4, pH 8, pH 8,5 et pH 9 respectivement. La stabilite virale dans 
les differents tampons de formulation est etudiec en parallele (etude de 
stabilite acceleree). Pour cc faire, chaque lot est conditionne en cryotubes de 
1 ml contenant chacun 100 h1 de suspension. Les echantillons sont incubes 
a 37°C et preleves a t D et apres 4, 24 et 72 h d'incubation. lis sont conserves a 
- 20°C jusqu'au titrage. Le titre viral est determine par la methode agar par 
reinfection de cellules 293 par differentes dilutions de rcchantillon a tester. 
Les resultats sont donnes en pfu (unite formant des plages)/ml. 

Les resultats presentes sur la Figure 1 montrent que la formulation 
a pH basique preserve I'activite infectieuse des adenovirus. En effct, le titre 
des preparations formulees dans les tampons a pH 8,5 et 9 sont stables 
pendant 24 heures a 37°C puis diminuent progressivement au cours du temps. 
En revanche, les virus places dans un tampon a pH 7,4 et 8 perdent leur 
pouvoir infcctieux des le debut de Tincubation a 37°C. Apres 24 heures, les 
litres sont deja tres bas (103 a 10* pfu/ml contre de Pordrc de 10^0 au depart) 
et les virus ne sont pratiquement plus infectieux au bout de 72 heures. 
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EXEMP1.F 7 ; 

Influence dc la concentra tion en Saccharose sur la 
stability du virus 

Une suspension viraJe est preparee comme decrit a l'exemple 1 
avec les quelques modifications suivantes : 

• les cellules sont infectees par le vecteur adenoviral exprimant le gene 
LacZ; 

• les cellules infectees sont lysees de manicre mecanique (homogeneiseur 
Silverson ; reference L4R) ; 

• les ultracentrifugations en gradient de CsCl sont realisees a Paide de rotors 
a angle fixe (235 000 g pendant 2 h pour la premiere et 435 000 g pendant 
18 h pour la seconde) ; 

• la dialyse est remplacee par une etape de chromatographic de filtration sur 
gel a l'aide de ia matrice Trisacryl GF05 LS (Biosepra, reference 259161) 
permettant un dessalage de la solution par elimination du CsCl ; 

• les virus sont formulcs dans une solution de Tris-HCl 10 mM. MgCl 2 1 mM ct 
saccharose 1 M d'un pH de 8,5 avant d'etre repartis en 5 lots par dilution au 
1/20 dans les tampons indiques ci-apres et prealablement filtres sur 
membrane de porosite 0,22 \im 

Lot 1) Tris-HCl 10 mM MgCl 2 1 mM Saccharose 1 M pH 8,5 
Lot 2) Tris-HCl 10 mM MgCl 2 1 mM Saccharose 0,75 M pH 8,5 
Lot 3) Tris-HCl 10 mM MgCl 2 1 mM Saccharose 0,5 M pH 8.5 
Lot 4) Tris-HCl 10 mM MgCl 2 1 mM Saccharose 0,25 M pH 8,5 
Lot 5) Tris-HCl 10 mM MgCl 2 1 mM Saccharose 0 M pH 8,5 

Chacun des lots litre au depart environ 10 p f u /ml. La stabilite des 

virus est mesuree en condition acceleree (37X) sur des aliquotes prelevees 

regulierement. 



Les resultats sont presentes dans le tableau 1 suivant : 
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Tableau 1 

Influence de la concentration en saccharose sur la stabilitc du virus a 37°C 



5 


Titre 
(pfu/ml) 
Temps 


© 


e 


© 


© 


© 


10 


8h 


1.27x1010 


1,25 x 1010 


l,22xlO»o 


1,32 x 109 


2,77 x 106 


24 h 


8,5 x 109 


5,02 x 109 


1,47x109 


<10» 


<10» 




4o n 


5,oZ X 1LT* 


4 X 10' 


3,25 x 106 


<10» 


<10S 


15 


72 h 


2,37 x 109 


7,5 x 105 


1,5x105 


<10* 


<I0? 




1 sem 


4,5 x 10& 


<10» 


<103 


<1(P 


<102 




2 sem 


2,5 x 102 


5 


<10 


<10 


<10 


20 


1 mois 


<10 


<10 


<10 


<10 


<10 



O Tris 10 raM, MgCl 2 1 mM, Saccharose 1 M, pH 8.5 

© Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, Saccharose 0,75 M, pH 8,5 

25 © Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, Saccharose 0,5 M, pH 8,5 

© Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, Saccharose 0,25 M, pH 8,5 

© Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, Saccharose 0 M, pH 8,5 



De cette etude, il ressort que plus la concentration en saccharose 
30 est elevec, plus 1'activite virale est preservee (lot 1 plus stable que le lot 2 lui- 
meme plus stable que le lot 3, etc). En absence de saccharose {lot 5), le 
pouvoir infectieux chute trcs rapidement (diminution d'un facteur 5000 des 8 
heures d'incubation). En presence de 0,25 M (lot 4), lc titre diminue 
rapidement mais a un moindre degrd (diminution d'un facteur 10 apr£s 8 
35 heures a 37°C). En augmentant encore les concentrations en saccharose (lots 
1, 2 et 3), le titre se maintient pendant plus de 8 heures puis decroit 
progressivement au fur et a mesure de Tincubation. La decroissance est 
cependant minime lorsque la concentration en saccharose atteint 1M (lot 1). 
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EXEMPLE 3 : 

Etude de la stabilite a lnn P termc dans le ramp™ a~ 
formulation Tris-HCl 10 mM M ? ri 7 1 mM . sarrharo^ i m 
pH 8.5 

5 L'etude est realisee a partir de la suspension virale obtenue 

a l'exemple 2, dont on emdie la stability en conditions long terme a + 4'C et 
- 20°C. Le titre viral est suivi au cours du temps par titrage agar et les 
resultats indiques dans le tableau 2 ci-apres montrent une stabilite des 
preparations virales formulas en presence de saccharose 1 M et a pH 8,5 
10 pendant au moins 6 mois. 



15 



20 



30 



Tableau 2 

Etude de stabilite a + 4°C et - 20"C d'une preparation virale 
formulee en saccharose 1M. 

Titres viraux en pfu/ml : 



Temps 


+ 4°C 


- 20°C 


to 


4,8 x 109 


1 mois 


1 x 1010 


9,75 x 109 


2 mois 


9,25 x 109 


1.38xlOio 


3 mois 


1.32x1010 | 


1,05x1010 


6 mois 


1,1x1010 


1,0 x 1010 


1 an 


3,7 x 109 


5.0x109 



35 



Le tampon de formulation en saccharose 1 M a egalement ete 
compart au tampon conventionnel (Tris-HCl 10 mM, M g ci 2 1 mM , glycerol 
10 %. pH 7,4). Cette etude a ete menee a + 4'C sur une suspension virale diluee 
a un titre final d'environ 1010 p f u /ml dans les 2 types de tampon. Les 
resultats sont presentes dans Ic tableau 3 ci-apres. 



f 
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Tableau 3 

Etude de la stabilite a + 4*C d'une preparation virale 
formulae en saccharose 1 Mouen glycerol 10 % 



10 





Titres viraux en pfu/ml 


Temps 


O 


e 


t=0 


2,5 x 10W 


1,0x1010 


t = 1 mois 


ND 


1,2x103 


t = 3 mois 


2,5 x 1010 


3,8 x 103 


t = 6 mois 


2,6x1010 


ND 



O Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, saccharose 1 M, pH 8,5 
20 ©Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, glycerol 10 %, pH 7,4 

J 

Le titre viral est stable pendant plus de 6 mois a + 4°C lorsque le 
tampon de formulation comprend du saccharose 1 M et a un pH legerement 
basiquc alors qu'il decroit des le premier mois lorsque les virus sont places a 
25 pH neutre et en presence de glycerol 10 %. 

EXEMPLE 4 : 

Optimisation du tampon dc formulation 

La suspension virale obtenue & Pexemple 2 est repartie en 2 lots 
30 dilues au 1/20 dans le tampon de formulation utilise pour le lot 1) non 
supplement^ ou en presence de Tween 80 50 mg/1 (0,005 %) et NaCl 150 mM. 
La stabilite est analysee a 37°C et a 4°C. 

Les resultats de stabilite acc^leree (Figure 2) montrent que l'ajout 
d'agents conservateurs tels que le Tween 80 et le sel ameliore encore la 
35 stabilite des virus formules en tampon Tris-HCl 10 mM, MgCl 2 1 mM, 
saccharose 1 M, pH 8,5. L'activite infectieuse se maintient pendant 24 h a 
37°C en leur presence au lieu de 8 h en leur absence. 
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Par ailleurs, la presence des 2 agents conservateurs ne nuir pas a la 
stabilite de la preparation virale a + 4'C puisque le titre s'avere stable 
pendant plus de 6 mois. 

5 EXEMPLE S : 

Stabilite dans le tampon de formulation Tris-HCl 10 mM | 
MgCl 7 ImM. NaCl 0.9 %. Tween 80 SO mg 11 « saccharose 
1 M, P H *,5. 

D Une suspension virale comme decrit a l'exemple 2 formulee dans 

une solution de Tris-HCl 10 mM, MgCl 2 ImM et saccharose 1 M est diluee au 
1/20 dans le tampon de formulation suivant : 



Tris-HCl 10 mM 

15 MgCl 2 1 mM 

NaCl 0,9% (150 mM) 

Tween 80 50 mg/1 

Saccharose 1 M 
pH8,5 



20 



L'echantillon est conditionne en cryotubes dc 1 ml, contenant 
chacun 100 i*l de suspension virale. Les cryotubes sont conserves a + 4"C et 
les litres viraux determines a to et regulierement dans le temps pendant 1 an. 
Les echantillons sont conserves a - 20°C jusqu'au titrage. Les resultats sont 
presentes dans le tableau 4 suivant et montrent une stabilite des virus 
pendant au moins 1 an. 
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Tableau 4 



Temps de conservation & 4°C 


Titre en pfu/ml 


to 


5,5 x 109 


2 semaines 


5,6x109 


1 mois 


23x109 


2 mois 


4x109 


3 mois 


5,6 x 109 


6 mois 


4,5 x 109 


1 an 


2,5 x 109 
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REVENDICATIONS 

1/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux sous 
forme congelee ou liquide, dans lequel les virus sont conserves dans une 
solution aqueuse comprenant du saccharose a une concentration superieure 
a 0,75 M, de preference comprise entre 0,75 Met 1,5 M, plus preTerentiel- 
lement a une concentration egale a 1 M. 

2/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 1, dans lequel les virus sont des adenovirus ou des 
retrovirus. 

3/ Proc£d6 de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 1 ou 2. dans lequel le pH de la solution aqueuse est 
compris entre 8 et 9, de preference le pH est egal a 8,5. 

4/ Proced6 de conservation de virus recombinants infectieux 
selon l'une des revendications 1 a 3, dans lequel la solution aqueuse est une 
solution tampon. 

5/ Proc6d6 de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 4, dans lequel la solution tampon est choisie parmi le 
tampon Tris-HCl, les solutions trtethanolamine, diethanolamine, borate / HC1, 
Glycine / NaOH, EPPS (acide N-(2-hydroxyethyl) piperazine-N'-(3-propane 
sulfonique)], Bicine, TAPS [acide N-tris (hydroxymethyl) methyl-3- 
aminopropane sulfonique] et tricine, le tampon Tris-HCl etant prefere. 

6/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon l'une des revendications 1 a 5, dans lequel la solution aqueuse 
comprend en outre au moins un sel d'un cation divalent choisi parmi MgCl 2 . 
CaCl 2 et MnCl 2 , MgCl 2 etant prefere. 

7/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 6, dans lequel le sel de cation divalent est present dans 
la solution aqueuse a une concentration comprise entre 0,1 et 5 mM, de 
preference entre 0,5 et 2 mM et encore plus preferemiellement, de l'ordre de 
1 mM. 

8/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon Tune des revendications 1 a 7, dans lequel la solution aqueuse 
comprend un tampon Tris-HCl 10 mM, MgCl 2 1 mM, saccharose 1 M, pH 8,5. 

9/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon l'une des revendications 1 a 7, dans lequel la solution aqueuse 
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comprend au moins un compose stabilisanr choisi parmi les'sels, de 
preference monovalents, les acides amines et les tensio-actifs. 

10/ Proced6 de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 9 ( dans lequel le sel monovalent est choisi parmi NaCl 
5 et KC1, le NaCl etant prefer*. 

11/ Proced6 de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 10, dans lequel le sel monovalent est present dans la 
solution aqueuse k une concentration comprise entre 0,05 et 1 M, de 
preference 0,1 et 0,5 M, plus preferentiellement encore entre 0,1 et 0,3 M. 
10 12/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 

selon la revendication 9, dans lequel le tensio-actif est le Tween 80 ou le 
Triton X-100. 

13/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 12, dans lequel le Tween 80 est present dans la solution 
15 aqueuse a une concentration comprise entre 0,001 et 0,5 %, de preference 
entre 0,002 et 0,2 %, et plus preferentiellement encore de Tordre de 0,005 % 
en poids par rapport a la solution totale. 

14/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 13, dans lequel la solution aqueuse comprend un 
20 tampon Tris-HCl lOmM. MgCl 2 lmM,~NaCl 150 mM, Tween 80 0,05 % et 

saccharose 1 M, pH environ 8,5. 

15/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon Pune des revendications 1 a 14, dans lequel la temperature de 
conservation est inferieure ou egale a + 4°C. 
25 16/ Proced6 de conservation de virus recombinants infectieux 

selon Tune des revendications 1 & 15, dans lequel les virus en solution sont 
ensuite soumis a une lyophilisation. 

17/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux 
comprcnant une solution aqueuse de saccharose a une concentration 
30 superieure a 0,75 M, de preference comprise entre 0,75 M et 1,5 M, plus 
preferentiellement encore egale 4 1 M. 

18/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 
revendication 17, caracterisee en ce que les virus sont des adenovirus ou des 
retrovirus. 

35 19/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 

revendication 17 ou 18, dans laquelle le pH de la solution aqueuse est compris 
entre 8 et 9, de preference le pH est egal k 8,5. 
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20/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
Tune des revendications 17 a 19, dans laquelle la solution aqueuse est une 
solution tampon. 

21/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
la revendication 20, dans laquelle la solution tampon est choisie parmi le 
tampon Tris-HCl, les solutions triethanolamine, diethanolamine, borate / HC1, 
Glycine / NaOH, EPPS [acide N-(2-hydroxyethyl) piperazine-N'-(3- 
propanesulfonique)], Bicine, TAPS [acide N-tris (hydroxy methyl) methyl-3- 
aminopropane sulfonique] et tricine, le tampon Tris-HCl etant prefere. 

22/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
Pune des revendications 17 a 21, dans laquelle la solution aqueuse comprend 
en outre au moins un sel d^un cation divalent choisi parmi MgCl 2 , CaCl 2 et 
MnCl 2 . MgCl 2 etant prefere. 

23/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 
revendication 22, dans laquelle le sel de cation divalent est present dans la 
solution aqueuse a une concentration comprise entre 0,1 et 5 mM, de 
preference entre 0,5 et 2 mM et encore plus preferentiellement, de 1'ordre de 
1 mM. 

24/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
1'une des revendications 17 a 23, dans laquelle la solution aqueuse comprend 
un tampon Tris HC1 10 mM, MgCl 2 1 mM, saccharose 1 M, P H 8,5. 

25/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
l'une des revendications 17 a 23, dans laquelle la solution aqueuse comprend 
au moins un compose stabilisant choisi parmi les sels. de preference . 
monovalents, les acides amines et les tensio-actifs. 

26/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 
revendication 25. dans laquelle le sel monovalent est choisi parmi NaCl et KC1 
le NaCl etant prefere. 

27/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 
revendication 26, dans laquelle le sel monovalent est present dans la solution 
aqueuse a une concentration comprise entre 0,05 ct 1 M, de preference 0,1 et 
0,5 M, plus preferentiellement encore entre 0,1 et 0,3 M. 

28/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 
revendication 25, dans laquelle le tensio-actif est 1c Tween 80 ou le Triton X 
35 100. 

29/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 



20 



30 
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la revendication 26, dans laquelle le Tween 80 est present dans la solution 
aqueuse a une concentration comprise entre 0,001 et 0,5 96, de preference 
entre 0,002 et 0,2 96, et plus preferentiellement encore de Pordre de 0,005 % 
en poids par rapport a la solution totale. 

30/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
Tune des revendications 17 a 29, comprenant de 106 & 1013 pf u /ml de virus 
recombinants infectieux. 

31/ Suspension aqueuse selon la revendication 29, comprenant un 
tampon Tris-HCl 10 mM, MgCl 2 ImM, NaCl 150 mM, Tween 80 0,05 % et du 
saccharose 1M, pH environ 8,5. 

32/ Composition pharmaceutique comprenant une suspension 
aqueuse de virus recombinants infectieux selon Tune des revendications 17 a 
30, ou obtenue par la mise en oeuvre d'un proc^de de conservation des virus 
recombinants infectieux selon les revendications 1 a 16, en association avec 
un vehicule acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

33/ Usage therapeutique ou prophylactique d'une suspension 
aqueuse de virus recombinants infectieux selon Tune des revendications 17 a 
30, ou obtenue par la mise en oeuvre d'un proced£ de conservation des virus 
recombinants infectieux selon les revendications 1 & 16, pour la preparation 
d'un medicament destine au traitement du corps humain ou animal par 
therapie genique. 
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sent des revendications dependant es et ne sort pas redigees con forme men! aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisteme phrases de la regie 6 4 a). 



Cadre It Observations - lorsqu'U y a absence d'unite de ('Invention (suite du point 2 de la premiere teullle) 



L'aorntntstmtjon charge© de la recherche Internationale a trouve pJusieur* inventions dans la demande Internationale, a savoir: 



1. I | Comme toutes les taxes adtftronneUes ont ete payees dans les delais par te deposarrt, te present rapport de recherche 
' ' intemationaie porte sur toutes les revendications pouvant faire lobjet d*une recherche 

Comme toutes lea recherches port ant sur les revendications qui s'y pretawnt ont pu etre eff ectuees sans effort particulier 
jusoftant una taxe additiortnetle, l admintstrabon n'a sotHcrte le paiement d'aocune taxe de oette nature. 



3. Comrne una partie saulement das taxes addrtxMineJles demandees a ete payee dans lea delais par le depoaant, le present 
■ — 1 rapport de recherche intemationaie ne porte que sur les revendicationa pour lesqueies les taxes ont ete payees, a savoir 
les revindications n m 



4. Auoune taxe addifortnette demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
1 — ■ de recherche mtemabonale ne porte que sur 1* invention mention nee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couvsrte par les reve nd i cati ons rt M 



Remarque quant a la reserve | | Lea taxes additiortnelles etaient aocompagnees dttne reserve de la part du deposan 

| Le pajernent des taxes addctionnettes n et art asaorti d'aucune reserve. 



Formuiajre PCT/1SA/21 0 (suite de la premiere feuite (1)) (Juittet 1992) 
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